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油樟内生溶磷菌的筛选及其生物学特性
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( １. 宜宾学院生命科学与食品工程学院 香料植物资源开发与利用四川省高校重点实验室ꎬ
四川 宜宾 ６４４０００ꎻ ２. 四川省高县月江森林经营所ꎬ 四川 宜宾 ６４５１５２ )

摘　 要: 筛选具有溶磷能力的植物内生细菌ꎬ并探索该类菌的促生和抗逆性能ꎬ 有助于扩大溶磷微生物来源、研
发微生物肥料、改善土壤磷素营养和提高农业产量ꎮ 该研究以从油樟组织中分离得到的 ５０ 株内生细菌为材料ꎬ
通过溶磷圈法初筛得到 ２４ 株具有溶磷潜能的菌株ꎬ利用钼蓝比色法测定它们的溶磷能力和培养液的 ｐＨ 值ꎬ并
研究溶磷能力较强菌株产生吲哚乙酸(ＩＡＡ) 、铁载体、１￣氨基环丙烷￣１￣羧酸(ＡＣＣ)脱氨酶、几丁质酶等促生和抗

逆性能ꎮ 结果表明:２４ 株油樟内生细菌都能从磷酸钙中释放出有效磷(溶磷量为 ５１.２６~ ２３７.０８ μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ其
中ꎬＹＧ６０、ＹＧ４３、ＹＧ３６、ＹＧ２５、ＹＧ４９、ＹＧ４４ 株菌的溶磷量较高ꎬ均大于 １５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 接种油樟内生菌后ꎬ培养液

的 ｐＨ 值均有一定程度的降低ꎬ但菌株溶磷量与培养液 ｐＨ 值间不存在显著相关性ꎮ ６ 株溶磷量大于 １５０ μｇ􀅰
ｍＬ￣１的菌株大部分具有分泌 ＩＡＡ、产铁载体、ＡＣＣ 脱氨酶活性和几丁质酶活性的能力ꎻ其中 ＹＧ４３、ＹＧ６０ 和 ＹＧ２５
分泌 ＩＡＡ 的能力较强 (ＩＡＡ 分泌量分别为 ２２.５５、１８.７５ 和 １６.４１μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬＹＧ４３ 和 ＹＧ６０ 产铁载体的能力较强

(Ａｓ / Ａｒ 小于 ０.６)ꎬＹＧ４３、ＹＧ６０ 和 ＹＧ２５ 的 ＡＣＣ 脱氨酶活性(分别为 ０.１９４、０.２２４、０.２０８ Ｕ􀅰ｍｇ￣１)较高ꎬＹＧ４３ 和

ＹＧ６０ 的几丁质酶活性(分别为 ２.９６８ Ｕ 和 ２.５０２ Ｕ)较高ꎮ 综合菌株的溶磷、促生和抗逆性能ꎬ认为 ＹＧ４３、ＹＧ６０
和 ＹＧ２５ 菌株在促进植物生长、提高植物抗性及生物防治方面具有较好的应用前景ꎮ
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Ｕ􀅰ｍｇ￣１)ꎬＹＧ４３ ａｎｄ ＹＧ６０ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ (２.９６８ Ｕꎬ２.５０２ Ｕ). Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｓ￣
ｓｏｌｖｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ＩＡＡꎬ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓꎬ ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ａｎｄ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅꎬ ｓｔｒａｉｎｓ ＹＧ４３ꎬ ＹＧ６０ ａｎｄ ＹＧ２５
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ. ｌｏｎｇｅｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ ｈａｖｅ ａｂｕｎｄａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎꎬ ｓｔｒｅｓｓ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅｙ ａｒｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｏ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ ＩＡＡꎬ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓꎬ ＡＣＣ
ｄｅａｍｉｎａｓｅꎬ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ

　 　 磷是植物生长发育所必需营养元素之一ꎬ植物

缺磷直接影响植物的生长和作物的产量ꎮ 目前ꎬ我
国有 ７４％的耕地土壤缺磷ꎮ 化学磷肥的施加虽然

能够改善植物磷素营养ꎬ但由于磷在土壤中的固定

导致磷肥当季利用率较低(黄静等ꎬ２０１０)ꎮ 在我国

南方的红、黄壤中缺磷现象更为严重 (王同等ꎬ
２０１４)ꎮ 研究表明接种溶磷微生物能提高植物磷素

营养( Ｉｌｌｍｅｒ ＆ Ｓｃｈｉｎｎｅｒꎬ１９９２)ꎮ 但是ꎬ由于受到土

著微生物、土壤环境等因素的影响ꎬ土壤中溶磷微生

物难以成功定殖ꎬ导致其应用效果不稳定(Ｒｅｙｅｓ ｅｔ
ａｌꎬ２００６ꎻ黄静等ꎬ２０１０)ꎮ

内生菌作为植物植株整个微生态系统的重要组

成部分ꎬ具有固氮、增强植物抗逆性、抗病虫害及促

进植物生长等多种作用(黄静等ꎬ２０１０)ꎻ同时大多

数植物内生菌属兼性内生ꎬ它们不仅存在于植物体

内ꎬ而且也常见于根际土壤等环境中 (Ｌｏｄｅｗｙｃｋｘ ｅｔ
ａｌꎬ２００２)ꎮ 油樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｌｏｎｇｅｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ)为

樟科(Ｌａｕｒａｃｅａｅ)樟属(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ)的常绿乔木ꎬ
也是重要的经济作物ꎬ其根、茎、叶、种子均可作为提

取芳香油的原料ꎮ 调查显示ꎬ油樟本身几乎不发生

植物病害ꎬ亦有研究表明油樟油对水稻稻瘟病菌等

６ 种植物病原真菌的菌丝生长、孢子萌发有强烈的

抑制作用(魏琴等ꎬ２００６)ꎬ这些特性可能与内生菌

参与构成油樟植株内部微生态环境有关(游玲等ꎬ
２００９)ꎮ 因此ꎬ以油樟为材料ꎬ对其组织内的溶磷细

菌进行分离筛选ꎬ利用内生细菌的兼性特性ꎬ既可使

这些微生物定殖于植物体内发挥促生和防病效应ꎬ
也可使其定殖于植物根际土壤中发挥溶磷功能ꎬ为
植物生长提供磷素营养ꎬ从而促进植物生长ꎮ

本研究以 ５０ 株油樟内生细菌为材料ꎬ筛选具溶

磷能力的菌株ꎬ研究其溶磷能力和生物学特性ꎬ为植

物内生菌在提高植物磷素营养、促进植物生长等方

面的利用提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试菌株为分离自油樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｌｏｎｇｅｐａｎ￣
ｉｃｕｌａｔｕｍ)组织中的 ５０ 株内生细菌ꎬ于宜宾学院香料

植物资源开发与利用四川省高校重点实验室保存ꎮ
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１.２ 方法

１.２.１ 油樟内生溶磷菌株筛选

１.２.１.１ 内生溶磷菌株初选　 将供试菌株活化后点

接种至固体 ＰＫＯ 培养基上ꎬ每株菌重复 ４ 次ꎬ２８ ℃
培养 ７ ｄ ꎬ观察能否有溶磷圈生成ꎬ测定各菌株的溶

磷圈直径和菌落直径ꎬ分别以 Ｄ、ｄ 表示ꎬ根据菌株

是否产生溶磷圈初步判定该菌株有无溶磷潜能ꎮ
１.２. １. ２ 油樟内生溶磷菌株摇瓶复选 　 将 ５０ ｍＬ
ＰＫＯ 液体培养基置于 １５０ ｍＬ 三角瓶ꎬ１２１ ℃ꎬ１.０１
Ｐ 条件高压灭菌 ２５ ｍｉｎꎬ备用ꎮ 将 ＬＢ 斜面培养基上

生长 ２４ ｈ 的供试菌株制成菌数约为 １０８ ｃｅｌｌ􀅰ｍＬ￣１

菌悬液ꎬ按菌悬液与培养基 １ ∶ ５０ 比例接种ꎬ不接菌

作为对照ꎬ每株菌重复 ３ 次ꎬ２８ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床

培养 ８ ｄꎬ４ ℃、１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 １５ ｍｉｎꎬ取一定

量的上清液ꎬ测其有效磷含量和 ｐＨ 值ꎬ有效磷含量

即为菌株的溶磷量ꎮ 有效磷含量用钼锑抗比色法测

定ꎬ菌株溶磷量为扣除不接种对照的值 ( μｇ Ｐ􀅰
ｍＬ￣１)ꎻｐＨ 值用酸度计测定ꎮ
１.２.２ 油樟内生溶磷菌株分泌 ＩＡＡ 能力

１.２.２.１ 定性测定　 将筛选出的溶磷效果较好的菌

株接种于盛有 １５ ｍＬ Ｋｉｎｇ 液体培养基的试管中ꎬ２８
℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ８ ｄꎬ每株菌重复 ３ 次ꎮ 药

品选择和配置方法参考李振东等(２０１０)ꎮ 分别取

各菌株培养液 ５０ μＬ 滴置于白色的陶瓷板上ꎬ加入

５０ μＬ ＰＣ 比色液ꎮ 以在比色液中加等量 ５０ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１生长素(ＩＡＡ)ꎬ不加菌株培养液作为对照ꎮ 室温

条件下 １５ ｍｉｎ 内观察颜色变化ꎬ颜色变为粉红色表

示可以分泌 ＩＡＡꎬ颜色越深表示分泌 ＩＡＡ 浓度越大ꎬ
不变色则表示不能分泌 ＩＡＡꎮ
１.２.２.２ 定量测定　 采用 Ｇｌｉｃｋｍａｎｎ ｅｔ ａｌ (１９９５)的
Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色法:配置 ２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的色氨酸溶液

过滤除菌ꎬ取 １ ｍＬ 加入 ４ ｍＬ 已高压灭菌的 ＬＢ 液

体培养基中ꎬ使色氨酸浓度达到 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ分别

接种各供试菌株ꎬ２８ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ３ ｄꎬ４
℃、１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液 １ ｍＬꎬ加
入 ５０ μＬ 的 １０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ 正 磷 酸ꎬ 加 入 ２ ｍＬ
Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ’ｓ 显色剂ꎬ黑暗条件(２５ ℃)显色 ３０ ｍｉｎꎬ
测定 ５３０ ｎｍ 下的吸光值ꎮ 以蒸馏水为对照调零ꎬ配
制不同浓度的 ＩＡＡ 作标准曲线ꎬ计算培养液的 ＩＡＡ
浓度ꎬ以 μｇ􀅰ｍＬ￣１表示ꎮ
１.２.３ 油樟内生溶磷菌株产铁载体能力的测定

１.２.３.１ 定性筛选　 将筛选出的溶磷效果较好的菌

株分别接种于铬天青( ｃｈｒｏｍｅａ ｚｕｒａｌ ＳꎬＣＡＳ) 平板

培养基上ꎬ２８ ℃培养 ２ ｄ 后观察是否有橙红色显色

圈出现ꎬ并测量显色圈大小ꎮ
１.２.３.２ 定量测定　 将产生橙红色显色圈的菌株分

别接种于 ＭＫＢ 培养液和富铁培养液中ꎬ２８ ℃、１６０
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ２４ ｈꎬ接种 １ ｍＬ 发酵液于 ＭＫＢ 和

富铁培养液中ꎬ２８ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ３６ ｈꎬ４
℃、１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１下离心 １０ ｍｉｎꎬ即可得到铁载体

上清液和其无铁载体对照的上清液ꎬ备用ꎮ 取铁载

体上清液于洁净的试管中ꎬ加入相同体积 ＣＡＳ 检测

液ꎬ充分混匀ꎬ于 ６３０ ｎｍ 波长下测定吸光值ꎬ以 Ａｓ
表示ꎬ取双蒸水作为对照调零ꎻ另取相同体积的富铁

培养液(对照液)与 ＣＡＳ 检测液反应ꎬ于 ６３０ ｎｍ 波

长下测定吸光值ꎬ以 Ａｒ 表示ꎬ 计算 Ａｓ 与 Ａｒ 的比值

(Ａｓ / Ａｒ)ꎬ参照 Ｍａｃｈｕｃａ ＆ Ｍｉｌａｇｒｅｓ(２００３)的标准和

方法检测各菌株产铁载体的能力ꎮ
１.２.４ 油樟内生溶磷菌株 ＡＣＣ 脱氨酶能力的测定

１.２.４.１ 定性测定 　 参考 Ｐｅｎｒｏｓｅ ＆ Ｇｌｉｃｋ(２００３)的

方法ꎬ分别接种各供试菌株于 ５ ｍＬ 的无氮液体培养

基中ꎬ２８ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ２４ ｈꎻ接种上述培

养液 ０.１ ｍＬ 于 ５ ｍＬ ＤＦ 液体培养基中ꎬ２８ ℃、１６０
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ２４ ｈꎻ接种 ０.１ ｍＬ 培养液于 ５ ｍＬ
ＡＤＦ 液体培养基中ꎬ２８ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ 摇床培养

２４~４８ ｈꎬ以不接种菌株的 ＡＤＦ 培养基为对照ꎻ将
ＡＤＦ 培养基中的生长菌株重复转接和培养 ３ 次ꎬ能
够生长的菌株为 ＡＣＣ 脱氨酶阳性菌株ꎮ
１.２.４.２ 定量测定　 参照 Ｓｅｌｅｈ ｅｔ ａｌ(２００１)的方法ꎬ
每分钟形成 １ ｍｏｌ 丁酮酸的量为 １ 个酶活力单位ꎮ
采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白质ꎬ标准蛋白为牛血清白

蛋白ꎮ 酶活力的计算参照黄盖等(２０１３)的方法ꎬ酶
活力用 Ｕ􀅰ｍｇ￣１表示ꎮ
１.２.５ 油樟内生溶磷菌株产产几丁质酶的测定

１.２.５.１ 定性测定　 分别接种各供试菌株于几丁质

平板培养基上ꎬ３７ ℃培养 ３ ~ ５ ｄꎬ观察菌落周围是

否有透明圈产生ꎬ有则表明该株菌有产几丁质的能

力ꎬ反之则没有ꎮ
１.２.５.２ 定量测定 　 酶活性测定采用 ＤＮＳ 法ꎬ分别

接种各供试菌株于几丁质液体培养基中ꎬ２８℃、１６０
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养 ８ ｄꎬ４ ℃、１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 １０
ｍｉｎꎬ将 ０.５ ｍＬ 发酵液和 ０.５ ｍＬ 胶体几丁质混合ꎬ
３７ ℃水浴 ３０ｍｉｎꎬ煮沸 １０ ｍｉｎꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 ５
ｍｉｎꎮ 取 ０.５ ｍＬ 上清液加入 ０.５ ｍＬ ＤＮＳꎬ煮沸 ５ ｍｉｎ
迅速冷却后加入蒸馏水 ４ ｍＬꎬ测定 ５４０ ｎｍ 下的吸

光值ꎮ 根据 Ｎ￣乙酰氨基葡萄糖标准曲线计算还原
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糖含量ꎮ 一个几丁质酶活力单位定义为每分钟(３７
℃)产生 １ μｍｏｌ Ｎ￣乙酰氨基葡萄糖的还原糖所需的

酶量ꎬ以 Ｕ 表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 内生溶磷菌株筛选及溶磷能力

通过溶磷圈法对前期分离纯化得到的 ５０ 株油

樟内生细菌进行初筛ꎬ发现菌株在 ＰＫＯ 固体培养基

上产生的透明圈差距较大ꎮ 如表 １ 所示ꎬ培养 ７ ｄ
后ꎬＤ / ｄ>３ 的细菌有 ６ 株(菌株 ＹＧ４３ 的 Ｄ / ｄ 值最

大ꎬ为 ３.８４)ꎬ 占供试菌株数量的 １２％ꎬ ２.５<Ｄ / ｄ<３、
２<Ｄ / ｄ<２.５ 和 １.５<Ｄ / ｄ<２ 的细菌有分别有 １１ 株、７
株和 １５ 株ꎬ其余 ９ 株细菌的 Ｄ / ｄ 均小于 １.５ 或者溶

磷圈不明显ꎮ Ｄ / ｄ 值是表征菌株相对溶磷能力的一

个指标ꎬ因此ꎬ初步筛选 Ｄ / ｄ>２ 的 ２４ 株细菌通过液

体培养研究它们的溶磷能力ꎬ 另外 ２６ 个菌株ꎬ则侧

重研究其它方面的性能ꎮ

表 １　 不同 Ｄ / ｄ 值菌株分布

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｄ / ｄ ｖａｌｕｅｓ

Ｄ / ｄ 值
Ｄ / ｄ Ｖａｌｕｅ

菌株数
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

　 　 菌株编号
　 　 Ｃｏｄｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

Ｄ / ｄ>３ ６ ＹＹ１、 ＹＧ３２、ＹＧ３６、 ＹＧ４３、 ＹＧ４４、ＹＧ６０

２.５<Ｄ / ｄ<３ １１ ＸＹ８、 ＹＧ２、 ＹＧ１０、 ＹＧ２１、 ＹＧ２５、 ＹＧ３０、
ＹＧ３５、ＹＧ４１、 ＹＧ４９、ＹＧ５５、 ＹＧ５８

２<Ｄ / ｄ<２.５ ７ ＹＧ６、ＹＧ７、ＹＧ９、ＹＧ２３、ＹＧ４６、ＹＧ５１、ＹＧ６１

１.５<Ｄ / ｄ<２ １５ ＸＹ６、ＹＹ７、ＹＧ１、ＹＧ３ 、ＹＧ４、ＹＧ１８、ＹＧ２０、
ＹＧ３１、 ＹＧ３３、 ＹＧ３４、 ＹＧ３９、 ＹＧ４０、 ＹＧ４８、
ＹＧ５６、ＹＧ６５

Ｄ / ｄ<１.５ ９ ＹＹ５、 ＹＧ８、 ＹＹ１１、 ＹＧ１２、 ＹＧ１５、 ＹＧ２４、
ＹＧ３１、ＹＧ５０、ＹＧ６６

　 　 将初选得到的 ２４ 株菌分别液体培养 ８ ｄ 后ꎬ测
定其上清液可溶性磷含量ꎬ由表 ２ 可知ꎬ菌株对磷酸

钙的溶解能力存在较大差异ꎬ供试菌株的溶磷量在

５１.２６~２３７.０８ μｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ其中大于 ２００.００ μｇ􀅰
ｍＬ￣１的有 ２ 株菌ꎬ１５０ ~ ２００ μｇ􀅰ｍＬ￣１ 的有 ４ 株菌ꎬ
１００~１５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１的有 １０ 株菌ꎬ分别占供试菌株的

８.３３％、１６.６７％和 ４１.６７％ꎮ 菌株 ＹＧ６０ 的溶磷量最

大ꎬ为 ２３７.０８ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ是溶磷量最小菌株 ＹＧ３３
(５１.２６ μｇ􀅰ｍＬ￣１)的 ４.６２ 倍ꎮ 此外ꎬ从各菌株的溶

磷能力定性与定量结果可知ꎬ对油樟内生菌株而言ꎬ

并非定性测定的 Ｄ / ｄ 值越大ꎬ定量测定的溶磷量就

越大ꎬ如 ＹＹ１ 和 ＹＧ６０ 的 Ｄ / ｄ 值均大于 ３ꎬ溶磷量却

分别为 ２３７.０８ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 ６１.７５ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ前者是

后者的 ３.８４ 倍ꎮ 因此ꎬ固体平板培养只可对供试菌

株是否具有溶磷能力作初步定性判断ꎬ而液体培养

测定的菌株溶磷能力在理论上更准确ꎮ 此外ꎬ各菌

株在 ＰＫＯ 培养基上生长 ８ ｄ 后ꎬ其培养液的 ｐＨ 值

均较接种前明显下降ꎬ各菌株培养液的 ｐＨ 值介于

４.５~５.５ꎬ下降最大的为 ＹＧ９ꎬｐＨ 值下降为 ４.４ꎮ

表 ２　 菌株的溶磷量和培养液的 ｐＨ 值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｎｄ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

溶磷量
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
(μｇ􀅰ｍＬ￣１)

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

溶磷量
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
(μｇ􀅰ｍＬ￣１)

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

ＹＧ６０ ２３７.０８ ± ７.４５ ４.９ ＹＧ３８ １２５.６３ ± ６.９３ ５.０

ＹＧ４３ ２１１.５３ ± １２.３９ ４.６ ＹＧ３０ １１３.８０ ± ９.２５ ５.３

ＹＧ３６ １８０.６８ ± １３.１７ ５.２ ＹＧ２３ １０８.６３ ± ８.１５ ５.１

ＹＧ２５ １６６.８５ ± １１.２１ ５.５ ＹＧ６ １０４.２８ ± ６.１２ ５.４

ＹＧ４９ １５１.２８ ± ７.４１ ４.６ ＹＧ９ ９６.２３ ± ４.３１ ４.４

ＹＧ４４ １５０.２０ ± ５.２３ ４.６ ＹＧ６１ ９１.６０ ± １０.７５ ５.３

ＹＧ２ １４５.９０ ± ８.４９ ４.８ ＹＧ１８ ８３.５０ ± ５.８２ ４.７

ＹＧ３２ １４３.３０ ± １０.２７ ５.１ ＹＹ７ ６９.３６ ± ８.５８ ５.２

ＸＹ８ １３９.３０ ± ８.４０ ５.４ ＹＧ４ ６７.１１ ± ６.４０ ７.０

ＹＧ４６ １３７.００ ± ９.２９ ５.２ ＹＹ１ ６１.７５ ± ３.２３ ５.８

ＹＧ３５ １３５.４５ ± １０.５７ ５.１ ＹＧ５７ ５５.１５ ± ５.１１ ６.０

ＹＧ７ １２６.７４ ± ７.８２ ４.９ ＹＧ３３ ５１.２６ ± ４.３４ ５.３

　 　 为进一步发掘油樟溶磷内生菌的功能ꎬ选择溶

磷量大于 １５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ 的 ６ 株菌(分别为 ＹＧ６０、
ＹＧ４３、ＹＧ３６、 ＹＧ２５、 ＹＧ４９、 ＹＧ４４) 研究其生物学

特性ꎮ
２.２ 内生菌分泌 ＩＡＡ 性能分析

油樟内生细菌分泌 ＩＡＡ 能力的定性显色反应

结果表明(表 ３)ꎮ ６ 株供试菌株不但具有较高的溶

解难溶性磷的能力ꎬ同时均具有分泌生长素的功能ꎬ
ＹＧ４３ 的显色反应为深红色ꎬ ＹＧ６０、ＹＧ２５ 和 ＹＧ４４
菌株呈粉红色ꎬ ＹＧ４９ 和 ＹＧ３６ 呈浅粉红色ꎮ 定量

测定结果表明各菌株分泌 ＩＡＡ 量在 ４. ９２ ~ ２２. ５５
μｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ其中分泌 ＩＡＡ 量超过 ２０ μｇ􀅰ｍＬ￣１的

有 １ 株(ＹＧ４３ꎬ２２.５５ μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ 超过 １０ μｇ􀅰ｍＬ￣１
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表 ３　 菌株分泌 ＩＡＡ 和产铁载体的性能
Ｔａｂｌｅ ３　 ＩＡＡ ａｎｄ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

ＩＡＡ 含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＡＡ

显色反应１

Ｓｐｏｔ ｔｅｓｔ

ＩＡＡ 值
(μｇ􀅰ｍＬ￣１)
ＩＡＡ ｖａｌｕｅ

铁载体
Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ

定性检测２

Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ

定量检测
(Ａｓ / Ａｒ)

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ＹＧ４３ ＋＋＋ ２２.５５ ± ２.２１ ＋＋＋ ０.５７９ ± ０.０３３４

ＹＧ６０ ＋＋ １８.７５ ± １.９７ ＋＋＋ ０.４５９ ± ０.０４７９

ＹＧ２５ ＋＋ １６.４１ ± ２.０１ ＋＋ ０.６９９ ± ０.０２９８

ＹＧ４４ ＋ ９.６８ ± １.１７ ＋ ０.８４７ ± ０.０６４１

ＹＧ４９ ＋ ７.６７ ± １.３９ － －

ＹＧ３６ ＋ ４.９２ ± ０.８４ ＋ ０.８２１ ± ０.３９５７

　 注: １. ＋＋＋、＋＋、 ＋ 分别表示深粉红色、粉红色和浅粉色ꎻ ２. ＋＋＋、＋＋、＋、－
分别表示橙黄色晕圈较大、中等、较小和没有ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: １. ＋＋＋、＋＋、 ＋ － ＋ . ｍｅａｎｓ ｄｅｅｐ ｐｉｎｋꎬ ｐｉｎｋ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｐｉｎｋ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ
２. ＋＋＋、＋＋、＋、－ ｍｅａｎｓ ｌａｒｇｅｒꎬ ｍｏｄｅｒａｔｅꎬ ｓｍａｌｌ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｒａｎｇｅ－ｒｅｄ ｈｏｌｅ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

的有 ２ 株(ＹＧ６０、 ＹＧ２５ꎬＩＡＡ 分泌量分别为 １８.７５
μｇ􀅰ｍＬ￣１和 １６.４１ μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ其余 ３ 株的 ＩＡＡ 分泌

量均低于 １０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ定量测定与定性测定结果相

对一致ꎮ
２.３ 内生菌产铁载体能力分析

将 ６ 株油樟内生细菌接种于 ＣＡＳ 平板上培养 ２
ｄ 后ꎬ检测到除 ＹＧ４９ 之外的其它 ５ 菌株 (ＹＧ４３、
ＹＧ６０、ＹＧ２５、ＹＧ４４、ＹＧ３６)的菌落周围均出现橙黄

色晕圈ꎬ说明这些菌株在 ＣＡＳ 培养基上产生了铁载

体ꎬ其中 ＹＧ４３、ＹＧ６０ 和 ＹＧ２５ 菌落周围形成的橙红

色晕圈较大ꎬ表明这 ３ 株菌能够产生较多的铁载体ꎮ
定量检测铁载体的方法以 Ａｓ 与 Ａｒ 的比值(Ａｓ / Ａｒꎬ
Ａｒ 为对照吸光值)大小比较不同菌株产生铁载体的

能力ꎬＡｓ / Ａｒ 值越小ꎬ说明菌株产铁载体的能力越

强ꎮ 由表 ３ 可知ꎬＹＧ４３ 和 ＹＧ６０ 的 Ａｓ / Ａｒ 值小于

０.６ꎬ分别为 ０.５７９ 和 ０.４５８ꎬ说明这 ２ 株菌产生铁载

体的能力较强ꎻＹＧ２５ 的 Ａｓ / Ａｒ 值为 ０.６９４ꎬ说明产

铁载体的能力中等ꎻＹＧ４４ 和 ＹＧ３６ 的 Ａｓ / Ａｒ 值均大

于 ０.８ꎬ说明这 ２ 株菌能产生铁载体ꎬ但产铁载体能

力较弱ꎮ
２.４ 内生菌产脱氨酶(ＡＣＣ)能力分析

将溶磷能力较高的 ６ 株油樟内生细菌接种于

ＳＭＡ 固体培养基后的 ＡＣＣ 脱氨酶活性定性筛选实

验结果表明(表 ４)ꎬ经 ５ 次传代后 ＹＧ４９ 不能正常

生长ꎬ 其 它 ５ 株 菌 ( ＹＧ６０、 ＹＧ４３、 ＹＧ３６、 ＹＧ２５、
ＹＧ４４)均能够在 ＳＭＡ 固体培养基上正常生长ꎬ说明

除 ＹＧ４９ 外ꎬ其它菌株都具有 ＡＣＣ 脱氨酶活性ꎮ 定

量检测结果显示(表 ４)ꎬ各菌株的 ＡＣＣ 脱氨酶活性

大小顺序为 ＹＧ６０>ＹＧ２５>ＹＧ４３> ＹＧ３６> ＹＧ４４ꎬ酶
活大小介于 ０.０５２ ~ ０.２２４ Ｕ􀅰ｍｇ￣１ꎻＹＧ４９ 无产 ＡＣＣ
脱氨酶能力ꎮ
２.５ 内生菌产几丁质酶能力

将 ６ 株油樟内生溶磷细菌接种于产几丁质酶的

固体平板上培养 ７ ｄꎬ发现均有明显的透明圈产生ꎬ
说明供试菌株皆有一定的产几丁质酶的能力ꎬ但各

菌株的透明圈差异较大ꎬ透明圈直径(Ｄ)与菌落直

径(ｄ)的比值(Ｄ / ｄ)介于 １.５９ ~ ３.１２ꎮ 通过液体培

养定量测定供试菌株的几丁质酶活性的结果表明

(表 ４)ꎬ各菌株的几丁质酶活性大小顺序为 ＹＧ６０>
ＹＧ２５>ＹＧ４３ >ＹＧ３６ >ＹＧ４４ >ＹＧ４９ꎬ酶活大小介于

０.６１８~２.９６８ Ｕ􀅰ｍｇ￣１ꎮ

表 ４　 菌株 ＡＣＣ 脱氨酶活性和几丁质酶活性
Ｔａｂｌｅ ４　 ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

ＡＣＣ 脱氨酶
ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅ

定性检测
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ＡＣＣ
脱氨酶活性

ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

(Ｕ􀅰ｍｇ￣１)

几丁质酶
Ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ

Ｄ / ｄ 值
Ｄ / ｄ ｖａｌｕｅ

几丁质酶
活性

Ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ
(Ｕ)

ＹＧ４３ ＋ ０.１９４ ± ０.０１７ ３.１２ ２.９６８ ± ０.３１４

ＹＧ６０ ＋ ０.２２４ ± ０.０２３ ２.４３ ２.５０２ ± ０.２３

ＹＧ２５ ＋ ０.２０８ ± ０.００９ １.５９ ０.６１８ ± ０.１７９

ＹＧ４４ ＋ ０.０５２ ± ０.０１１ １.８７ １.９７２ ± ０.１５７

ＹＧ４９ － － ２.０１ １.４２８ ± ０.１６９

ＹＧ３６ ＋ ０.０８１ ± ０.０１４ ２.３５ １.６２４ ± ０.２０１

　 注: ＋ꎬ阳性ꎻ －ꎬ阴性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ －ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ.

３　 讨论与结论

植物内生细菌因其对宿主的多种有益的生物学

作用ꎬ逐渐成为国内外学者研究的热点ꎮ 作为我国

特有的天然产芳香油植物ꎬ可经高温蒸馏从油樟

(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｌｏｎｇｅｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ)叶片中提取几十种

不同沸点的化学物质ꎬ这些物质精加工后的产物均

是国防、医药、轻工等方面重要的稀有原料ꎮ 具有溶

００４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



磷能力的油樟内生促生细菌的筛选及促生、抗逆等

生物学特性的研究ꎬ对溶磷微生物资源收集ꎬ植物内

生细菌与宿主相互作用机制的理解及土壤磷素营养

改善途径的开发都具有重要意义(黄静等ꎬ２０１０)ꎮ
本研究从油樟内生细菌中初筛到 ２４ 株具有溶

磷潜能的菌株ꎬ液体培养结果显示ꎬ溶磷量大于

２００.００ μｇ􀅰ｍＬ￣１的菌株有 ２ 株ꎬ１５０ ~ ２００ μｇ􀅰ｍＬ￣１

的菌株有 ４ 株ꎬ黄静等(２０１０)从玉米叶中分离的内

生细菌溶磷量高达 ５３７. ６ μｇ 􀅰 ｍＬ￣１ꎬ 姚玉玲等

(２０１４) 从矮生嵩草中分离的内生细菌溶磷量为

６０.５２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ说明油樟内生细菌对无机磷的溶解

能力较强ꎮ 微生物在溶磷过程中会分泌如甲酸、草
酸、苹果酸等在内的各类有机酸ꎬ这些酸类物质既可

降低培养基质的 ｐＨ 又能与钙、铁、铝等离子形成螯

合物从而使难溶性磷酸盐溶解(Ｒａｓｈｉｄ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ
本研究中 ２４ 株菌在 ＰＫＯ 培养基上生长 ８ ｄ 后ꎬ其
培养液的 ｐＨ 值较接种前均有明显下降ꎬ但菌株溶

磷量与培养液 ｐＨ 值之间无显著线性关系 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 表明内生溶磷细菌在培养期间ꎬ介质的酸度

有一定降低ꎬ但培养液中的有机酸含量及种类、磷酸

酶活性及产生多糖等的动态变化ꎬ均会对菌株的溶

磷能力产生影响(李显刚等ꎬ２０１２)ꎮ
植物内生菌可通过自身合成或者促进植物合成

如生长素(ＩＡＡ)、赤霉素(ＧＡ)、细胞分裂素(ＣＴＫｓ)
、脱落酸 (ＡＢＡ)和乙烯等植物生长激素促进植物体

的生长发育ꎬ其中生长素(ＩＡＡ)是最活跃的成分(杨
波等ꎬ２０１３)ꎮ 一定浓度的 ＩＡＡ 既可直接促进植物

生长ꎬ又能通过增加细胞的体积和质量、改变细胞的

内环境达到促生的目的(李显刚等ꎬ２０１２)ꎮ 本研究

发现ꎬ６ 株溶磷能力较强的油樟内生细菌均具有分

泌生长素的功能ꎬ且 ３ 株分泌 ＩＡＡ 的能力较强

(ＹＧ４３、ＹＧ６０ 和 ＹＧ２５)ꎬ这一结果对油樟内生细菌

作为促生菌促进植物生长开辟了新的途径ꎮ
铁载体的产生是植物内生细菌促进宿主生长发

育的另一条重要途径ꎬ植物内生微生物或者植物根

际通过分泌产生多种对铁具有高亲和力的铁载体ꎬ
铁载体可将 Ｆｅ３＋还原为植物体可以高效吸收和利用

的 Ｆｅ２＋ꎬ溶解和结合土壤中的铁元素供植物细胞利

用ꎻ同时微生物产生的铁载体通过与植物根际的病

原微生物争夺有限的铁营养ꎬ抑制病原微生物的生

长和繁殖ꎬ从而起到生物防治作用 ( Ｂｕｙｅｒ ｅｔ ａｌꎬ
１９９３)ꎮ 目前还无可作为各类微生物铁载体的标品

用于其标准曲线的测定ꎬ因此ꎬ国际上通用 Ａｓ / Ａｒ

值作为微生物铁载体定量检测的指标 (何苗等ꎬ
２０１１)ꎮ 本研究中ꎬ５ 株油樟内生细菌能够产生铁载

体ꎬ且 ＹＧ４３ 和 ＹＧ６０ 的 Ａｓ / Ａｒ 值小于 ０.６ꎬ产铁载体

的能力较强ꎮ 因此ꎬ产铁载体可能是油樟内生细菌

的促生机理之一ꎮ
ＡＣＣ(１￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅꎬ１￣氨基

环丙烷￣１￣羧酸)脱氨酶是许多植物促生细菌(Ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎬＰＧＰＢ)共有的一个特征性

酶ꎬ具有该种酶活性的内生细菌和植物根际对促进

植物生长发育、提高植物抗高低温、盐、旱、涝、及重

金属等各种胁迫起到重要作用 ( Ｉｎｉｇｕｅｚ ｅｔ ａｌꎬ
２００４)ꎮ 黄盖等(２０１３)从苜蓿根际分离的 ＡＣＣ ３０
菌株的酶活力为 ０.２１７ Ｕ􀅰ｍｇ￣１ꎬ该菌株能够促进苜

蓿根的伸长ꎮ 本研究中除 ＹＧ４９ 外ꎬ其它 ５ 株菌均

具有 ＡＣＣ 脱氨酶活性ꎬ且 ＹＧ４９、ＹＧ６０ 和 ＹＧ２５ 的

酶活力在 ０.２ Ｕ􀅰ｍｇ￣１左右ꎮ 因此ꎬ油樟内生细菌具

有极大的促生、抗逆潜能ꎮ
几丁质酶水解真菌细胞壁几丁质产生的中间产

物几丁寡糖可以作为植物功能调节剂ꎬ刺激植物生

长ꎬ诱导植物产生防御反应ꎬ从而提高植物的抗病性

(郭玉莲ꎬ２００５)ꎮ 此外ꎬ几丁质酶与 β￣１ꎬ３￣葡聚糖

酶、其它 ＰＲＰ 等防卫蛋白存在协同作用ꎬ可以增大

作用范围ꎬ从而提高抑菌效果ꎮ 本研究中的 ６ 株油

樟内生细菌皆有较高的产几丁质酶的能力ꎬ酶活大

小介于 ０.６１８~２.９６８ Ｕ􀅰ｍｇ￣１ꎬ这些内生细菌产生的

几丁质酶对植物病虫卵的入侵和感染起到重要的防

治作用(Ｂａｒｂｏｚａ￣Ｃｏｒｏｎａ ｅｔ ａｌꎬ２００９)ꎬ这也可能是油

樟生长中几乎不发生植物病、虫害的原因之一ꎮ 研

究表明ꎬ真菌和细菌的几丁质酶活性最高ꎬ细菌对真

菌的抑制作用上最强(陈三凤和李季伦ꎬ１９９４)ꎬ因
此ꎬ本研究可丰富几丁质酶产生菌及生防菌资源ꎮ

通过溶磷圈法和液体培养法从 ５０ 株油樟内生

细菌中筛选到 ６ 株 ( ＹＧ６０、 ＹＧ４３、 ＹＧ３６、 ＹＧ２５、
ＹＧ４９、ＹＧ４４)溶磷能力较强的菌株ꎬ综合各菌株的

溶磷、促生和抗逆性能ꎬ认为 ＹＧ４３、ＹＧ６０ 和 ＹＧ２５
菌株在促进植物生长、提高植物抗性及生物防治方

面具有较好的应用前景ꎮ
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